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Verfahren zur Er tragss teigerung in Pflanzen 

Besciireibung 

Die vorliegende Erfindung betriffc Verfahren zur Ertrags- 
steigerung in Pflanzen, rekonabinante Nucleinsauremolekule , 
die bei diesen Verfahren eingesetzt werden, deren Verwen- 
dung , sowie die ?f lanzen , die eine Ertragsste igerung auf wei - 
sen . 

Auf dem Gebien der-Agrar- und Forstwirt schaf t ist man stetig 
darum berp.uht , Pflanzen rr.it erhohtem Ertrag zur Verfiigung zu 
stellen, insbe sonde re ut. die Ernahrung der forrwahrend an- 
wachs en den Welibevblkerung sioherzustellen und die Versor- 
gung mit nachwachsenden Rons to f fen zu gewahrleisten . Tradi- 
tionell wird versucht , ertragreiche Pflanzen durch Zuchtung 
zu erhalten. Dieses ist jedoch zeit- und arbeitsintensiv . 
Ferner Tiussen ent spreohende Zuchtungsprogramme fur jede 
int eress lerende Pflanzenart durchgefiihrt werden. 
Fortschritte wurden zut. Teil bereits durch die genetische 
Manipulation von Pflanzen erzielt, d.h. durch die gezielte 
Einfuhrung und Expirees ion von rekoTibinant en Mucleinsauremo- 
lekulen in Pflanzen. Derartige Ansatze haben den Vorteil, 
daS sie in der Regel nicht auf eine Pflanzenart beschrankt 
sind, sondern sich auch auf andere ?f lanzenart en ubertragen 
lassen . 


- So wurde ce i sp le 1 swe ise m £?-A : 511 ?73 beschrieben, a^:- 

die Exoress lor. e riner proKary cr.o 1 3 cr:en Asparagm - Synt he rase 
ir. Pf lar.zer.zellen unzer andere" zu eir.er ernchcer. EiCT.asse- 
produ>-ion f uhrz . 

5 lie v:o 9c/21':'37 beschreibz z.B. die Ert r ags s t e ige ru^g in 

Pflanzen durch Expression von de- cder unregul ierc er Eruc- 
r ose - 1 , 6 -bispnospnacase , augrund der Erhbhung der Phorosyn- 
znaseraze . 

Trorzdert besceht: nach wie vor Bedarf an generell anwendbaren 
10 Verfahren zur Verbesserung des Ertrages bei land- oder 

f C'rstiwircsoha r r ix zh inceressantien Pf lanzen . 

E'er vorl leaenden Erfindung 1 iego sor.io die Aufgabe zugrunde,, 
weitere Verfahren zur Ercragssoe igerung in Pflanzen zur Ver- 
13 fugung zu stellen. 

Edese Aufgabe wird er f indungsge-a:^ durch die Here i n s ce 1 lung 
der in den Paz eno anspruchen charakt er i s ierten Ausfuhrungs- 
fcr-en geldst . 

2 Ci 

Sc-ic betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Steigerung des Ertrages bei Pflanzen, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, da:^ in Pflanzen stabil im Genom integrierte 
rekoT.binate 1 NA.- Mo lekiile exprirr.ierz v;erden, enthaltend 

(a) eine Region, die die Transkr ipo ic-n spezifisch in den Ge - 
leitzellen von Pflanzen erlaubt ; und in operativer Ver- 
kniipfung damit 

(b) eine Nuc leoti i dsequenz , die em Polypeptid codiert , aus- 
gewahlo aus der Gruppe besoehend aus : 

30 (i) Pro*:einen rr.it Saccharose - spal tender enzyma t ischer 

Akt ivitat ; 
I i i ) Sazcharose - Transport em ; 

;;iii) Przteinen, deren Aktivitat zur So irr^.ul a t ion des 
Pri^t o>nengradienten an der ? lasmamembran pflanzli- 

3 5 oher Zellen f uhrt ; und 


- Es wurde uberraschenderweise gefunaer. , aao a^e r.xp res o ^or- 

der" obeng'sna.nntien Procsine soezifisch i:u Phlcerr. von Prianzen 
zu einer drastischen Si:eigerung des Ertrages f uhr^ . 

5 Der Begriff " Ernrags t eigerung " bedeunet: dabei vorzugsweise 

eine Erhdhung der Biomasseprodukt ion , insbesondere , wenn 
diese am Fr ischgewichc pro Pilanze gemessen wird. 
Eine derartige Ertragssteigerung bezieht sich vorzugsweise 
auf die sogenannten " sink" -Organe der Pflanze, d.h. diejeni- 

10 gen Organe, die die wahrend der Phot osynthese gebildeten 

PhoLioassimilate auf nehmen . Besonders bevorzugt sind dies 
erntebare Pf lanzenteile wie Samen, Fruchte , Speicherwurzeln , 
Wurzeln Knollen, Bliiten, Knospen, Sprosse, Stamme oder Holz . 
Die Ertragssteigerung becragt erf indungsgemaE mindestens 

15 3 %, bezogen auf die Biomasse, im Vergleich zu entsprechen- 

den nichr - transf ormierten Pflanzen desselben Genotyps , wenn 
diese unter denselben Bedingungen kultiviert werden, bevor- 
zugt mindestens 10 % und besonders bevorzugt mindestens 
20 % . 

20 

Den oben genannten Proteinen ist gemeinsam, daE ihre biolo- 
gische Aktivitat bei Expression im Phloem zu einer Erhohung 
der Beladung des Phloems mit Phot oass imi laten f uhrt . 
Unter Photoassimilaten werden im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung Zucker und/oder Aminosauren verstanden. 

- Generell kann die unter (b) genannte Nucleot idsequenz erfin- 

dungsgemaJS. sowohl ein pflanzliches als auch ein bakterielles 
Protein oder ein Protein aus Pilzen oder tierischen Organis- 
30 men codieren . 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form codiert die Nucleotid- 
sequenz eine Saccharose - Synthase (E.G. 2.4.1.13), vorzugs- 
weise eine aus Pflanzen, insbesondere aus Solanum tuberosum, 
35 und besonders bevorzugt die in Knollen von S. tuberosum ex- 

orrm.ierte Form. Derartige Sequenzen sind beispielsweise be- 
schrieben m Salanoubar und Belliard (Gene 60 (1987), 47-56) 



- una verfuabar l7. ler z:-:31 - Dac enban!-: u:^~er der Zugri f r snurr.T.e r 

Xc7125 . 

einer weiceren bevorzugren Aus f uhrungs f orrr. codierc die 
3 ZTucleot idsequenz erne Saccharose - Phosphorylase (E.C. 

2,4.1.7) . 

Sequenzen, die Sac charose - Phosphory 1 ase ccdierer. , sir.d bei- 
spielsweise bekar.r.c aus der WO 96/24575. 

10 In einer anderen bevorzugten Aus f uhrungs f orrr; codierc die 

iJucleoLidsequenz eine Invertase (E.G. 3.2.1.26), vorzugs- 
weise eine Inverrase aus emem Mikro crganismus , insbesondere 
einen^: Pilz der Garrung Saccharorr.yces , bevorzugt: aus S. 
cerevisiae. Besonders bevorzugt sind dabei Sequenzen, die 

15 eine cytosolische Invertase codieren (Sonnewald et al . , 

Plant J. 1 (1991) , 95- 105) . 

rnter einerPi Saccharose -Transporter wird er f indungsgemalS ein 
Transporter verscanden, der Saccharose in pflanzlichen 

2 0 Systemen uber eine Merr.bran t ransport iert . Dieser ist vor- 

zugsweise pflanzlich {z.3. EMBL-Genbank Zugr i f f snurr.rr.er 
G21319) . Besonders be^^orzugt codiert die unter (b) genannte 
Sequenz einen Saccharose t ransport er aus Spinat (Spinacia 
oleracea) , insbesondere mit der Sequenz des Clons SoSUTl wie 
beispielsweise beschrieben in Riesmeier et al . (EM30 J, 11 
(1992), 4705-4713). 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form ist das Pro- 
tein, das den Prot onengr adienten an der Plasmamembran stimu- 
30 liert, eine Prot onen - ATPase . 

In diesem Fall codiert die unter (b) genannte Sequenz vor- 
zugsweise ein Protein aus einem Mikroorganismus , insbeson- 
dere emerr. Pilz der Gattung Saccharomyces , bevorzugt aus S. 
cere\^isiae . 

3 5 In einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form codiert die 

Sequenz die Protonen ATPase PMAl aus S. cerevisiae (Serrano 



- a" 3 ' -Ende verkurzte For" dieser Prorcnen- ATPase aus S. 

cerevisiae, insbesondere die For- .iPXAl wie beschrieben in 
Beispiel 3 aer vor 1 ieger.den Zrfindung. 

Altierr.ativ kann die Nuc leozidsequenz auch eir.e Protonen- 
5 ATPase aus rflanzen CDdieren, vcrzugsweise eine Protonen- 

ATPase aus Sc lanurr. tuberosu™ . 

Bescnders bevorzugt smd dabei Sequenzen die die PrDtonen- 
ATPase PKA2 aus Karnoffel codieren (Harms et al, Plant Mol . 
Biol. 25 {lr'?4), 979-938; EM3L-Genbank X76535) oder eine am 
10 3 ' -Ende verkurzre Form dieser Pror onen- ATPase aus Karooffel, 

insbesondere die Form ^PHA2 wie beschrieben in Beispiel 4 
der vorliegenuen Erfindung. 

Bei der Cioracsynthase kann es sirh er f indungsgemiaE urn. jede 
1^- beliebige Ci t raosynr base handeln, beispielsweise urn seiche 

aus Bakterien, Pilzen, Tieren oder Pflanzen. DMA- Sequenzen , 
die Cit ratsynchase codieren sind z.B. von den folgenden Or- 
ganismen bekannt : Bacillus suboilus (U05256 und UQ5257}, E. 
coli (V015C1), R- rrowazekii (M17149), ?. aeruginosa 
20 (M29728), A. anirratum. (M33037) (siehe Schendel et al . , 

Appl. Environ. Microbiol. 53 (1992), 335-345 und Referenzen 
darin) , Haloferax volranii fJam.es et al . Biochem. Soc . 
Trans. 20 (1992), 12), Arabidopsis thaliana (Z17455) (Unger 
et al., (19S9;- Plant Mol. Biol. 13 (1989), 411-418), B. 
coagulans M^4818), C. burnetii (M36338) (Heinzen et al . , 
Gene IDS (1990), 63 -69), M. smegmatis (X60513), T. 
acidophilum. (X55282), T. ohermLophi la (D90117), Schwein 
{M21197) (Bloxham et al . , Proc . Natl. Acad. Sci . 78 (1981), 
53 81-53 35), U. crassa (M34137^ .:Ferea et al . , Mol. Gen. 
30 Genet- 242 ■:1994), 105 -110), S. cerevisiae (Z11113, Z23259, 

M1468b, M54982, X00782) (Suissa et al . , EMBO J. 3 (1984), 
1773-1731) und Kartoffel (EP 95 91 3066.7). 

Bei den in r:lamm.ern angegebenen Num.mern handelt es sich je- 
weils urn die Zugr i f f snummern m der GenEMBL - Dat enbank . 

3 5 


- Die erf mdungsge-aS verv;ende::en Xucleo" idse quenzen kcnnen 

generell er.zsprech^-d^ Proceir.e aus :ede- beliebigen Orga- 
r.isrr.us codieren, msbescr.dere aus Pflanzer., Pilzen, Sakre- 
rier. cder Tieren. Vor zugswe i se codierer. die Sequenzer. Pro- 
5 zerne aus Pflanzen cder Pilzen. Als Pflanzen bevorzugz sir.d 

dabei hohere Pflanzer., insbesondere szarke- oder olspei- 
chernde Nut zpf lanzen , beispielsweise Karzoffel, oder Gezrei- 
dearten, wre z.3. Reis, Mais, Weizen, Gersze, Roggen, 
Trizizale, Hafer, Hirse ezc . , sowie Spinaz, Tabak, Zucker- 

10 rube, Soja, Baunwclle usw. 

3ei den Pilzen handelt es sich vorzugsweise um seiche der 
Gat rung Saccharcmi/ces , Schizosaccharc T.yces , Aspergillus oder 
Xeurcsoora, insbesondere um Saccha rorivces cerevisiae, 
Schizosacharcmyces porr.be, Aspergillus flavus, Aspergillus 

13 niger oder Neurcscora crassa. 

In einer bevorzugten Aus f iihrungs f orrr. des e r f indungsgeT.ajGen 
Verfahrens ist die unzer (a) genannte Region, die eine Ge - 
leitzellen-spezif ische Transkr ipt ion gewahr 1 e i s t e t , der Pro- 
20 motor des rolG-Gens aus Agrcb^ac t er ium rhizogenes. 

P'ieser Promoter isz beispielsweise beschrieben in Schm.ullmg 
et al . (Plant Cell (1939), 665-671) und Kuhn ( Charak t er i s ie - 
rung und Lokalisacion des Saccharoset ransporters SUTl in 
Solanazeen, Disserzation ;i991) , Freie Universitat Berlin, 
rachbereich RiC'logie; . Vorzugsweise wird der Bereich des 
Promoters verwendet, der die unter Sea ID Nr. 1 angegebene 
Nucle ot idsequenz auiweist. 

Neben dem. gen anno en ro iC - Prom.ct or isz es j edoch fur den 
30 FazhmLann ohne weizeres m.oglich, andere Promotoren fur eine 

geleitzellspezif ische Expression zu verwenden. So sind in 
der Literatur v.'eitere ge le 1 1 ze 1 1 spe z i f ische Prom.otoren be - 
scnrieben v;ie z.r. der Prom.otcr des Saccharose t ransporters 
aus Araoidopsis thai i ana (Truerniz und Sauer , Plant a 195 
3:. U99E. ), 564-57:. 


"'es weiceren sind der Lireratiur fur verschredene RNAs als 

au ch Proteine spezifische Vorkor.T^en m den Geleiczeilen be- 
schrieben (siehe z.B. Foley er al . , Plane Mol . Biol. 3 0 
^1996), 637-695; TeWitc, Planr J. 1 (1991), 121-123; Stadler 
ec al . , Plant Cell 7 (1995), 1545-1554), Ausgehend von einerr. 
rekannten Protein ist es fur einen Fachmann ohne Probleme 
n^.oglich, rr.ittels Anitkorper oder unter Verwendung von aus 
der Aminosauresequenz abgeleiteten Oligonucleot iden die cDNA 
zu isolieren (vgl . z.E. Sambrook et al , Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
<1989), Cold Spring Harbor, NY.) . Ausgehend von den so er- 
haltenen cDNAs ist es weiterhin moglich, aus dem jeweiligen 
C'rgani smus angelegte genomische Banken zu durchmustern und 
genomische Fragmente zu ident if i zieren . Durch Vergleich der 
Nucleot idsequenz der cDNA und des genomischen Clones kann 
ein erster Einblick in die Lage des Promotors erhalten wer- 
den . Die Spezifitat des Promotors kann sodann in einer 
transgenen Situation unter Verwendung von chimaren Genen be - 
stehend aus dem Promocor und Indikatorgenen , wie z.B. der 
Glucuronidase verifizrert werden (vgl . z.B. Kertbundit et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci . USA 88 (1991), 5212-5216). 

Das erf indungsgem.aSe Verfahren laSt sich prinzipiell auf 
alle beliebigen Pflanzen anwenden . In Betracht kommen daher 
insbesondere mLcnokotyle als auch dikotyle Pf lanzenarten . Be- 
vorzugt wird das Verfahren bei Pflanzen mit landwirt schaf t - 
1 ichem, gar t enwi r t scha f t 1 ichem. und /oder forstwirtschaftli- 
chem Interesse angeweniet . 

Beispiele hierfur sind Gemiisepf lanzen , wie z.B. Gurke , Me- 
lone, POarbis, AubergjLne, Zucchini, Tomate, Spinat, Kohlar- 
ten, Erbsen, Bohnen, ecc., sowie Obstarten, wie z.B. Birnen, 
Apfel, usw . 

In Betracht komm.en ferner olspeichernde Pflanzen, wie z.B. 
Flaps, Sonnenblume, Soja, sowie in einer besonders bevorzug- 
ten Ausf uhrungs f orm scarkespeichernde Pflanzen, wie insbe- 
sondere Getreidearten (Reis, Mais, Weizen, Roggen, Hafer, 


ez c . 

"as Verfahren kann eber.falls ar.gev/ende t v.-erden bei Sarcha- 

5 rohr, aber auch bei ar.deren ::uz zpf 1 ar.zen , wie be i spie 1 s we i se 

BauTAvclle, Tabak, Holzarren, Wem, Hopfen usw. 

Weiterhin betiriffr dze Erfindung re r:or:^.bi nance Nuc le insaure - 
molekule, enthalrend 
10 (a) erne Region, die die Transkriprion spezifisch in den 3e- 

leitzellen von Pfianzen erlaubz; una m cperaciver Ver- 

kniipfung damic 

iz ] eine Nuclect idsequenz , die ein Polypepcid coaiert , aus- 
gewahlz aus der Gruppe bestehend aus 
15 (i) Saczharose-Synthasen; 

( i i ) Sac zharose - Phc-sphcry lasen ; 
( iii ) Sazzharose -Transporzern ; 

(iv) Prozeine, deren Aktivitat zur Szimulierung des 
Prozonengradienten an der Plasmamerr.bran pflanzli- 

20 Cher Zellen f uhrt , und 

( v) Cizrazsynthasen . 

Hinsichtlich der bevorzugzen Aus f uhrungsf ormen derartiger 
Mclekule trifft fur die unzer (a) genannte Region und die 
unter (b) genannze Nucleot idsequenz dasselbe zu, was bereits 
cicen iz^. Zusaz^.menhang rz.it dem erf in zungsgemaJSen Verfahren ge- 
sagt wurde . 

Die Erfindung bezriffz auch Vekzcren, die er f indungsgemaSe 
30 Nucleinsaurerz.olekule enzhalten, insbesondere seiche, die zur 

Transformation pflanzlicher Zelien geeignet sind spwie zur 
Integration von Fremd-DXA in das pflanzliche Genom . 

Ferner betriffz die vorlzegende Erfindung ?f lanzenze 1 len , 
35 die "It emem e r f mdun gsgema:'^en ::uc le msaureno lekul trans- 

fzrz.ierz smd und dieses szabil iz, Genom mtegrierz enthai- 


aufcrecenden ?f lanzenzellen beispislsweise dadurch, daS em 
erf indungsgerr^.aSes Nucieinsaure-olekul an einer Stelle in derr. 
GenoT: der Zelle incegrierr isz , in der es nacurl icherwe:Lse 
nichr vcrkorr.irLC . 

Die Erfiniung betrifft auch transgene Pflanzen, die erfin- 
dungsgemaSe ?f lanzenze lien enthalten und die aufgrund der 
Expression des in dem Genon int egrierten rekombinanten 
Nucleinsauremolekiils in den Geieiczellen der Pf lanzen eine 
Steigerung des Ercrages aufweisen irr. Verglerch zu entspre- 
chenden nicht - transf ormierten Pf lanzen , die uncer gleichen 
Bedingungen kultiviert wurden . 

Ferner betrifft die vorliegende Erf indung Vermehrungsmate - 
rial von er f indungsgemaSen Pflanzen enthaltend die oben be- 
schriebenen erf indungsgemai^en Pf lanzenzellen . Der Begriff 
" Vermehrungsmaterial " umfaSt dabei insbesondere Samen, 
Friichte , rinollen, Rhizome , Srecklinge, Calli, Zellkulturen 
etc . 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erf indung die Verwen- 
dung von rekombinant en Nucleinsauremolekulen enthaltend eine 
Region , die die Transkript ion spezif isch in den Geleitzellen 
von Pf lanzen erlaubt und , in opera tiver Verknupf ung dami t , 
eine Nucleot idsequenz codierend ein Polypept id ausgewahl t 
aus der Gruppe bestehend aus : 

(i) Proteinen mit Saccharose-spaltender enzymat ischer Ak- 

t ivitat ; 
( ii ) Saccharose -Transport ern ; 

tiii) Proteinen, deren Aktivitat zur Stimulation des Proto- 

nengradienten an der Plasmamembran f uhrt ; und 
(iv) Ci trat synthasen 

zur Expression in transgenen Pflanzen zur Ste igerung des Er - 
trages . 

Bei den codierten Proteinen handelt es sich vorzugsweise urn 
die im vorangehenden naher beschr iebenen Proteine. 



1 Verfanre- zur Trans f cr-a:: i cr: -one t \'ler und di-rcyler 

Pflanzen smd de^. Fachr-ann bekannc . 

Filr die Zmfuhrung von DXA m erne pflanzliche Wir^szelle 
szehen eine Vielzahl von Techniken zur Verfugung. D^ese 
5 Techniken urr.fassen die Trans forrr.arion pflanzlicher Zeiien 

^.it T-DNA unter Verwendung vcn Agrobact er iurr. tumefaciens 
i-der Agrobacterium rhrzogenes als Transformat lons-i zze 1 , die 
Fusion von Prot: oplasnen , die Injekoion, die E leko roporaz r on 
von DXA, die Einiz^ringung von DNA r^.itteis der b i o 1 1 s z i s ohen 

10 Xezhode sowie weizere Xdgl i chke i cen . 

rei der In^ekzion una E iekz roporaz ion von DXA in Pflanzen- 
zellen werden an sich keine spezielien Anf orderungen an die 
verwendeten Plasr.ide gestel Iz. Es konnen einfache Piasnide 
v;ie z.3. pUC - Der ivane verwendez werden. 

15 Tie Verwendung vcn Agrobakzer ien fur die Trans f orrr.at ion von 

?f lanzenzellen isz intensiv untersucht und ausreichend in 
der EP-A 120 516, in Hoekema (In: The Binary Plant Vector 
System Of f set drukker i j Kanters 3.V., Alblasserdam (1985), 
Zhapter V) Fraley et al . (Crit. Rev. Plant. Sci . 4, 1-46) 

20 und An et al . (EMBO J. 4 (19S5), 277-287) beschrieben wor- 

den . 

Fur den Transfer der DNA m die ?f lanzenzel le konnen Pflan- 
zen- Explantaze zweckmai^igerwe ise mit Agrobac t er ium 

zumefaciens oder Agrobacter ium rhizogenes kokultiviert wer- 
den. Aus dem infizierzen Pf lanzennazer lal (z.B. Blattstucke, 
. St engelsegmente , Wurzeln, aber auch Protoplasten oder Sus- 
pensions - kult ivierte Pf lanzenzellen) konnen dann in emem 
geeigneten Medium, welches Antibiotika oder Biozide zur Se- 
lektion t rans f orm.iert er Zellen enthalten kann, wieder ganze 

30 Pflanzen regeneriert werden. Die so erhaltenen Pflanzen kon- 

nen dann auf ;^jiwesenhe i t der eingefuhrten DNA untersucht 
,^.erden. Andere Mogl i chke i t en der Emfuhrung fremder DNA un- 
ter Verwendung des bi ol i s t i s chen Verfahrens oder durch Pro- 
tcplaszent ransf crm.azicn smd oeKannz \vgl. z.B. Willm.itzer, 

35 D., 1993 Transgenic plants. In: Biotechnology, A Multi- 

'Oo 1 ume Com.p r e he ns i ve Treatise ! H . J . Re hm. , G . Re e d , A . 


1 Puhler, ?. S-adier, eds . ; , Vcl. 2, 2 - 5 5 9 , V2H We ^nne irr; - Xev; 

York - Base 1 - Ca:T;br idge ^ . 

Die Transf crn;ar icn dikccyler Pflanzen ilber T_ - ?1 asni d- Vek - 
rorsysren^e nir Hilfe vor. Agrc bacz e r Z-Ut. cu-efac^ens ist wohl 
5 ecabliert. rieuere Arbeicen weisen darauf bin, daJl auch rr.ono- 

kotvle Pflanzen der Trans f crrr.ar ion rr.inteis Agrobarcerium ba- 
sierender Veknoren zuganglich sind ; Char, ec al . , Pianti Mol . 
Biol. 22 (1993), 491-505 ; Hiei ez al . , Plant J. 6 (1994), 
271-282; Deng et al., Science in Ihina 33 il990), 28-34; 
10 v;:.l:nink et al . , Plant Cell Reports 11 (1992), 76 -80 ; May et 

al., B^O/''Technology 13 (1995), 435 -4 92 ; Conner und Domisse; 
Inc. J- Plant Sc:l . 153 (1392), 550 -555; Ritchie et al . , 
Transgenic Res. 2 (1993), 252-255'. 

Alternative Syscer:^.e zur Tr ans f orrLa t ion v^on monokotylen 
15 Pflanzen sind die Trans f orT^at ion -ittels des biolist ischen 

Ansatzes (Wan und LeT.aux, Plant Pnysiol. 104 (1994), 37-48; 

Vasil et al . , Bio /Technology 11 (1993), 1553-1558; Ritala et 

al., Flant Mol. Biol. 24 (1994), 317-325; Spencer et al . , 

Theor. Appl . Genet, 79 (1950J, 525-531), die Protoplas ten- 
20 transformation, dz.e Elekt rop or at i on von partiell permeabili- 

sierten Zellen, sowie die Eincringung von DNA rPtittels Glas- 

f asern . 

Insbesondere die Transformation von Mais wird in der Litera- 
tur versohiedentlich beschriecen (vgl. z.B. WO95/05128, EP 
0 513 349 ; E? C' 455 375 ; From^TL et al . , Biotechnology 8 

'1990 J, 333 - 844; Gordon - Kam.m. et al . , Plant Cell 2 (1990), 
503 -513 ; Koziel et al . , Biotechnology 11 (1993), 194 -200). 
In EP 292 435 und in Shillito et al . (Bio/Technology 7 

^1989), 581) wird ein Verfahren beschrieben, m.it Hilfe des- 
30 sen, ausgehend von einem s chle imlosen , weichen (friable) 

granulosen Mais-Kallus, fertile Pflanzen erhalten werden 
konnen . 

Prioli und Sdndahl ( Bio/Technology ^ (1989) , 539) beschrei- 
ben die Regeneration, und oie Gev;innung fertiler Pflanzen aus 
35 Mais - Protoplasten der Cateto Mais - Inzucht 1 inie Cat 100-1. 

Auch die erfolgreiche Trans fc rm.at ic n anderer Getreidearten 
wurde bereits oeschrieben, z.B. fur Gerste (Wan und Lemaux, 


- 3.0-; Ricala er al . , s.o. und fur Weizen ::er.ra et al . , 

Flanr J. 5 :i??4;, 255-237;. 

Isc die emgefuhrce DXA eir:r:;al Genor: der ? f 1 anz enz e 1 1 e 

mregrierr, so isz sie dort in der Regel stabil und bleicz 
auch in den NachkomT.en der ursprunglich r rans f orr^.ie rcen 
Zelle erhalten. Sie enthalt norrrLalerwe i se -einen Selekzizns- 
marker, der den crans f ormierr en Pf 1 anzenze 1 len Resistenz ge- 
qenuber einem Biozid oder einem An^ ih'ioL ikum wie Kananyzm, 
G 4 18, Bleomycin, Hygrc-ycm C'der Phosphinot ricin u.a. ver- 
10 mittelt. Der individuelle gewahloe Marker sollte daher die 

Selektion transf orT.ierter Zellen gegeniiber Zellen, denen die 
eingefuhrte DNA f ehlt: , gestatten. 

Die transf orrr.ierren Zeilen v;achsen innerhalb der Pfianze in 
der ublichen Weise (siehe auch McCormick et al . , Plant 2eli 
15 Reporcs 5 (1936), 81-84). Die result ierenden Pflanzen konnen 

normal angezc^gen. Von den Pflanzen konnen Samen gewonnen 
werden . 

Es sollten zwei oder mehrere Generationen angezogen werden, 
um sicherzustellen , daS das phanotypische Merkmal stabil 
20 beibehalten und vererbt v/ird. Auch sollten Samen geerntet 

werden, um s i cher zus te 1 len , dai2. der enc sprechende Phanotyp 
Oder andere Sigenarcen erhalten geblieben sind. 

Figur 1 zeigt schem:atisch die Konstruktion des Plasm.ids 
p3inRolC-3S. 

Figur 2a zeigt die Analyse der Saccharose - Synt hase (SS)-Ak- 
tivitat m Rlattern transgener Kartof f e Ipf lanzen , 
die m.it dem. Rol C - SS - Kons t rukt trans formiert worden 
30 waren. Die Enzym.akt ivit at wurde nach Zrenner et 

al., Plant J. 7 (1995), 97- 107) bestim.mt. Die 
Aktivitat ist angegeoen in ^mol Hexose - Aqu iva 1 en - 
1 e ' m. 1 n >: g F i s c h g e w i c h t ) . 

lie Saul en see lien Dur cnschni t t swerce von 3 Prcoen 
3 5 ore 3enct\^ dar . Die S t andar dabwe i chung ist eben- 


Figur 2b zeigr die Analyse des Knollenerzrages von trans- 
genen Kartof f elpf lanzen , die rr-Az derri RolC-SS-Kon- 
strukt transforrTLierc worden waren. Die Saulen 
stelien Durchschni t r swerte von 10-15 Pflanzen pro 
5 Genotyp dar . Die Standardabweichung ist ebenfalls 

angegeben. Der Knol lenert rag ist angegeben in g 
? r i s c h g e w i c h t 

Figur 2c zeigt die Analyse der Knol lens tarke von transgenen 
10 Kartof f elpf lanzen , die mit dem RolC-SS-?^onstrukt 

transformiert worden waren . Dazu wurde die Knol- 
lenernte von 10-15 Pflanzen pro Genotyp zusammen- 
gefaSt und der Starkegehalt der rCnollen nach Von 
Scheele et al . (Landw. Vers.Sta. 127 (1937), 67- 

1 5 96 ) best immt . 

Figur 3 zeigt schematisch die Konstruktion des Plasmids 
pBinRolC-Suc2 . 

2 0 Figur 4 zeigt sohematisch die fConstrukt ion des Plasmids 

pBinRol Z- iPM^l . 

Figur 5 zeigt scher.atisch die Clonierungss t rat egie von 
^PMAl . 

Schritt von A nach 5 : 
. ,. iiber PGR mit der cDNA-PMAl als Matritze und kom- 

plementaren internen Primern wurde die am 3 ' -Ende 
verkiirzte H^-ATPase aPMAI amplifiziert (A) . Die 
f 1 ankle renden Rest rikt ionsschni tt stel len des PCR- 

3 0 Produkts (3) wurden durch die entsprechend synthe- 

tisierten Primer eingef iihrt . 
Schritt von 3 nach C : 

Pstl/Notl Verdau und Clc^nierung des PGR- Fragment s 
m den E.coli Vektor SK- liber Pstl/Notl Schnitt- 
3 5 s t e 1 1 e n i G ) . 

Schritt von G nach D: 



Figur 6 szellz die Ergebr.isse der ?c: IvTr^ierase - Ker z en - Reak - 
zion ?:\iz spezi f ischen Cl -gonucrlec c i den als Nach- 
weis der scabiien ZntegrariDn von ^?>L^1 in Genorr. 
vcn rransgenen Pfianzen dar, die durzh Transfcrr.a- 
ricn rr.i:: derr. roiC- -iPM^l - Konstrukr gewonnen worden 
waren. PGR - Produkt gro:^e = 730 bp; VJT = Wildtyp; M 
= Marker . 


Figur 7 zeigt s cherp.at i s ch die K.i^n?^ r rukr i on des Plasrr.ids 
pBinRolC- APRA2 . 
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Figur 8 zeigr sche^atisch die Clonierungsst rategie von 
A?HA2 . 

Schrict von A nach H : 

Uber PGR nit der cDi;A-PHA2 ais Matrize und komple- 
2 0 mencaren internen Primern wurde die am 3 ' -Ende 

verkilrzte H^-ATPase iPHA2 anplifiziert (A) . Die 
f iankierenden Res tr ikt: ions sohnittste lien des PGR- 
Produkts i3) wurden durch die entsprechend syntihe- 
tisierren Primer emgef unri . 
S^nriti vo'n 5 nach G: 

Pstl/EcC'RI Verdau und Glonierung des PGR- Fragment s 
in den E.coli Vektor SK- liber Pstl/EcoRI Schnitt- 
stel len ( 2) 
Szhritt von G nach 2': 
30 3glII/SpeI Verdau des Piasmids SK-APKA2 und Glo- 

nierung des Fragm.ents in die kompatiblen 
3am.HI/XbaI Schni 1 1 s t e 1 len des pBinRolG (D) 

die Ergebnisse der Polymierase - Ke 1 1 en - Reak - 
m-it spezitischen GO igc nucleot iden als Nach- 
der stab lien Integration von i?HA2 im Gen cm 
ranscrenen Pfianzen, cie durch Trans f orm.at i cn 


Figur 9 zeigt 
t ion 
v/e 1 s 




roiC- A?HA2 - Kor.srrukc aewor.n 


v;a - 


?r"oduk: n c;" 


e = 7 5 3 bp ; 


5 Figur 10 

Figur 11 

10 

Figur 12 

15 

20 

Figur 13 

30 

Figur 14 

3 5 


Marker . 

zeigt schemacisch die IKonstrukt ion des Plasrr.ids 
pBinRolC-SoSUTl . 

zeigt schematisch die Plonstrukt ion des Plasmids 
p3inRolC-CiSy . 

-eigt die Ergebnisse der Bestimmung des Saccharo- 
segehaltes in parenchymat i schen und mit vascularem 
Gewebe angereicherten Proben von Knollen gepfropf- 
t.er Kartof f elpf lanzen . Zur Pfropfung verwendete 
Genotypen sind die Linien RolC- Suc2 - #2 5 (cytosoli- 
sche Invertase) und Wildtyp Solanum tuberosum var . 
Desiree. Der Saccharosegehal t wurde nach Stitt et 
ai. (Methods Enz>^ol . 174 (1989), 518-522) be- 
sr immt . Die Saul en stellen Durchschnit cswerte von 
12 Proben pro Pf ropf ungstyp dar . Die Standardab- 
weichung ist angegeben . Der Saccharosegehalt ist 
angegeben als /xmol Hexose - Aquivalente/ g Frisch- 
gewicht . 

zeigt die Analyse von Phloem-Exudaten von aPMAI- 
E.lattern, die im Licht fur 6 Stunden in einer 
14CO2 -Atmosphare gehalten wurden . Der Saccharose- 
gehalt wurde nach Stitt et al . (a.a.O.) bestimmt. 
Die Saulen stellen Durchschni t t swert e von vier bis 
fiinf Proben pro Genotyp dar. Die Standardabwei - 
chung ist angegeben. 

zeigt den Knollenertrag (in Gramm Fri schgewicht ) 
von aPMAI - Pf lanzen . Die Saulen stellen Durch- 
schni ttswerte von sechs Pf lanzen pro Genotyp dar. 
E'ie Standardabwei chung 1st angegeben. Der Knollen- 
ertrag ist angegeben in g Frischgewicht , 



Figur 15 zeigc der. r:nc 11 er.e rag ^^r. l-ra"- Frischgewich" 
von ^?:-:A2 - ?f lanzer. . Sauler. s::ellen Zurcr.- 

schnirr swerre von vier bis funf Pfla^zen pro Ge^o- 
5 -yp dar. Die Stiandardabwe i -hur.g isr angegeben. 2er 

rCnol lenert rag ist angegeben :Ln g Fr i schgewi chr . 

Tie nachf olgenden Beispiele dienen aer naheren Er lauterung 
der Erfindung. 
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Beispiel 1 

Kerstellung des Plasmids pBinRolC-SS und Herstellung trans- 
gener Kartof f elpf lanzen 

1 5 

ras FlasiT.id p3inRolC-SS ennhalt die drei Fragmente A, B ur.d 
Z im binaren Vekcor pBinl9 (Bevan, Nucl . Acids Res. 12 
(1984) , 8711) (vgl . Fig. 1) . 

L'as Fragmenc A urr.faSt den rolC - Promo ror aus Agrobac ter ium 
20 rhizogenes- Der ro 1 C - Promocor enthalt als EcoRI/Asp713 DNA- 

Fragmenc von 1133 bp (Lerchl ec al . , Plant Cell 7 (1995), 
259-270) die DNA-Regron (Position: 11306 bis Position 12432) 
der TL-DIJA des Ri -Agropin-Typ - Plasmids von A. rhizogenes 
(Slightom et al . , J. Biol. Chem. 261 (1986) 108-121). Das 
Fragm.ent A ist in die Schnit tstel len EcoRI und Asp71S des 
Folylinkers von pBinl9 insertiert. 

Das Fragm.ent 3 enthalt die codierende Region (Position: 76 
^■is Position 24 93) der cDNA der Saccharose - Synthase (SS) aus 
Solanum tuberosum (Salanoubat und Belliard, Gene 60 (1987), 

30 47-56). Das Fragm.ent 3 wurde als BamHI - Fragment von 2427 bp 

aus dem Vektcr pBluescript SK^ erhalten, in welchem es in 
der BamHI -Schnittstelle des Polylinkers insertiert ist. Das 
Fragm.ent 3 wurde m den Vektor p3inl9 m die BamHI -Schnitt - 
stelle in S inner lent lerung insertiert, d.h. st rom.abwarts des 

35 rolC- Promoters in emer Or lent ierung , die die Transkr ip t ion 

emer t ranslat lerbaren RNA erm.oglicht. 



- Das Fragment C enzhklz das ?c l^/ade- y 1 1 e rur.gs s i gna 1 des Gens 

3 der T-DNA des Ti-?las"id5 pTi ACH 5 vGielen ec al . , E>:30 
J. 3 ;i934), 335 - 546), i nsh e s c nde re die Xucleo::^de 11749 - 
1193 9, welches als ?vul 1 /Hindi 1 1 - Fragment aus der-. ?las::^.id 

5 pAGV 40 {Herrera-Fsrrella ec al . , Xacure 3 03 .1953;, 209 - 

213) isoliert worden isc und nach Addition von Sphl-Llnkern 
an die Pvul 1 - Schnir csnelle zwiscnen die Sphl- und die 
Hindlll -Schnitrstelle des Pclylinkers von p3inl9 cloniert 
worden ist: . 

10 

Das resuluierende Pla3!T:id p3inRoiC-SS wurde uber den Agro- 
bacrerium tumefaciens vermittelcen Gentransfer in Karcoffel- 
lanzenzellen eingef dhrc . Dazu wurden zehn kieine rr.it den 
Skalpell verwundete Blatter einer Kartof felsterilkulcur 

15 :Solanum tuberosurr. L. cv . } Desiree) in 10 ml MS-Medium 

,vurashige und Skoog, Physiol. Plant, 15 (1962), 473 mit 2 % 
Saccharose gelegt, welches 50 al einer unter Selektion ge- 
v.-achsenen Agrobac ter iuT. t unne f ac iens - Ubernacht kul tur 

enthielt. Nach 3 - 5 -minuc igen , leichtem Schutteln erfolgce 

20 eine weitere Inkubaticn fur zwei Tage im Dunkeln, Daraufhin 

v;urden die Platter zur Ka 1 lus - Indukt ion auf MS -Medium rr.it 
1,6 % Glucose, 5 rr.g/1 Naphthylessigsaure , 0,2 mg/1 Ben- 
zylaminopurin , 250 mg/1 Clafcran, 50 -g/1 Kanamycin und 0,8 
% Bacto-Agar gelegt . Nach einwdcniger Inkubation bei 25°C 
und 3000 Lux wurden die Blatter zur SproSindukt ion auf MS - 
Medium rr.it 1,6 % Glucose, 1,4 mg/1 Zeat inr ibose , 20 
Xaphthylessigsaure , 20 /ig/1 Gibere 1 1 insaure , 250 mg/1 Clafo- 
ran, 50 mg/1 Kanamyzin und 0,3 % Bacto-Agar gelegt. 
Die Analyse der Blatter einer Reihe von mit diesem Vektor- 

30 system t rans f ormierten Pflanzen, zeigte eindeutig das Vor- 

koT.men einer erhohten Saccharose - Synthase -Akt ivitat . Dies 
ist auf die Expressio-n des in pBinRolC-SS enthaltenen 
Saccharose-Synthasegens aus Kartcffel zuriickzuf uhren (vgl . 
ri gur 2 a I . 

35 Die Analyse des Knol lenert rages ( Knol len - Fr i s chgewi cht in 

GrammL; vcn mit diesem. Vekicrsysiem iransf orm.ierten Pflanzen, 
die eine erhohte Saccharose- Svnt hase - Akt i vr t a t auf we is en , 


1 ergab emdeurig e::r.e Er ho hung des r'.nc 1 lenerr rages . Z^ies isc 

ebenfalls auf die Expression des m pBin?.clC-SS en::na^zenen 
Sac chare se - S\'nrhasegen5 aus Karcorie_ zuruc.-:curnnren ,'/g^. 
Figur 2b; . 

5 Der St arkegeha von Karco f f e Iknol len ist linear von der 

Dichte der Knollen abhangig (von Scheele et al . , handw. 
Vers. Sea. 127 ^1537;, 67- 96). Cber ras chenderv;e i se zeig^e 
die Aj:ialyse der Dichte von rransgenen Knollen, der -it de" 
Vektorsysoe- p3inRolC-SS trans forr-.ieroen Pflanzen, welche 
10 eine erhohte Saccharose - Synthase -Ako ivi tat aufweisen, eine 

Srhohung des Starkegehaltes . Dieses ist auf die Expression 
des in pBinRolC-SS enthaltenen Saccharose - Synthasegens aus 
Kartoffel zuruckzufuhren (vgl . Figur 2c^ 

15 Beispiel 2 

Herstellung des Plasmids pBinRolC- Suc2 und Herstellung 
transgener Kartof f elpf lanzen 

20 Das PlasiT.id pBinRol C - Suc2 enthalt die drei Frag^ente A, 3 

und C irp. bmaren Vektor p3inl9 {Bevan, loc cit . ) und ist in 
Figur 3 dargestellt. 

Die FragiTiente A und C entsprechen den Fragmenten A und C, 
wie in Beispiel 1 heschr i^b^r. . 

Das Fragr.ent 3 enthalt die codierende Region (Position: 845 
bis Position: 2334) des Gens der cyt osol ischen Invertase aus 
Hefe { SaccharorPLyces cerevisiae). Das Fragment 3 wurde als 
E arr.HI - Fragment mit emer Lange von 1548 bp aus dem Vektor 
30 pSluescript SK~ erhalten, m dem es in die Sohni 1 1 s t e 1 le 

3am.HI des Polylmkers msertiert ist. Das Fragment 3 ist im 
p3inl9 m die DamHI - Schni t t s t e 1 le m S mnor lent ie rung inser- 
t iert . 



rerarcige Fflanzen zeigen irri Vergle:Lch zu nichz- 
t zrans f ony.i ern en ?f lanzen einen erhoh^en Ere rag (Stieigerung 
der Biomasse) . 


Beispiel 3 

Herstellung des Plasmids pBinRolC - aPMAI und Herstellung 
transgener Kartof f epf lanzen 

Has Plasniid pBinRolC- aPMAI enthalt die drei Fragraente A, B 
und C im binaren Vektor p3inl9 (Bevan, loc cit . ) und ist in 
rigur 4 scheT.atisch dargescellt. 

E-'ie Fragmente A und C entsprechen den Fragmenten A und C wie 
in Beispiel 1 bescnrieben. 

ri'as Fragment 3 enthalt die ccdierende Region (Position: 937 
tis Position: 3666) des Gens der Protonen- ATPase PMAl aus 
^e>; Here Saccharcmyces cerevisiae (Serrano et al . , Nature 
319 (1986) , o39-6?3} . Das Fragment 3 wurde m.ittels Polyme- 
rase - Ket ten- Peak*: .ion \PZR) er ha It en, Dabei wurde absichtlich 
das 3 ' -Ende der codierenden Region des Gens PMAl urn 27 bp 
verkiirzt und gleiohzeitig ein notwendiges neues Stopcodon 
eingefuhrt. Dieses sc m.odi f i z iert e DNA-Fragment wurde aPMAI 
genannt . Das Fragment B wurde als Bell /Spe I - Fragment mit 
einer Lange von 273 9 bo m die Schnitts tellen BamHI (kompa- 
tible Insertionsstelle fur Be II - Schni 1 1 enden ) und Xbal (kom.- 
patible Insertionsstelle fur Spe I - Schnit tenden ) des Vektors 
pBinl9 in Sinnor i ent ierung insertiert. 

Das Fragm^ent 3 als 3c 1 1 /Spe I ~ Fragment wurde aus dem Vektor 
Ti'Bluesc r iot SK~ er ha It en, in dem es iiber die Schni 1 1 stel len 
NotI und PstI des Polylmkers insertiert ist (vgl. Fig. 5). 



T.ic^elre- Ger.c rans fer in :<aru i f f e 1 c f 1 anzenze 1 len eir.gef uhr^ . 
Au5 r ransf orr-.ierren Zellen v/uraen L^zakze Pflanzen regene- 

5 Die scabile Inregracicn vcn iPMAl i":: 3enon: rransg-sner Pflar:- 

zen, die unrer Einsatiz des Ve^c orsyscer.s pBinRolC- a?>LA1 ge- 
wonnen worden waren, wurae "izzels Po ly-e rase - Ke t: ::en - Reak - 
tion ;?CR) nachgev/iesen (vgl . Rig. c. . 

E^ie transf orniierten Pflanzen zeigen irr. Vergleich zu nichn- 
10 transf ormiercen Pflanzen einen erhchren Ertrag (Sreigerung 

aer Bio^asse) (siehe Riguren 13 und 14) . 

Beispiel 4 

15 Herstellung des Plasmids pBinRolC - aPHA2 und Herstellung 

transgener Kartof f elpf lanzen 

las Plasmid pBmRolC- aPHA2 enthalr die drei Rragmence A, B 
und C ir:; bmaren Vektor pBml? .Bevan, loc ciz,) und isu m 
20 Figur 7 s chemac i sen dargestellt . 

lie Rragmente A und C entsprecnen den Rragmenten A und C wie 
m Beispiel 1 beschrieben. 

las Fragment: B enthalu die ccdierende Region (Position: 64 
bis Position: 2672) aer cDNA der ?r o t onen - ATPase PHA2 (Harms 
et al., Plant Mol . Biol. 26 (1994), 979-988). Das Fragment B 
wurde mittels Polymerase - P'.et ten - Reakt ion (PGR) erhalten. Da- 
cei wurde absichtlioh das 3'-Fnde der codierenden Region des 
Gens PRA2 urn. 24 9 bp verkurzt und gleichzeitig zwei neue 

30 Stopcodons eingefuhrt. Dieses so modifizierte DNA-Fragment 

wurde APHA2 genannt . Das Fragm.ent B wurde als Bglli/Spel- 
Fragment mit einer Lange von 2631 bp in die Schni t t s t e 1 len 
BamHl (compatible I nsert ions s t e 1 1 e fur Bgl 1 1 - Sohni 1 1 enden ) 
und Xbal (kompatible 1 nsert i uns s t e 1 1 e fur Spe 1 - Sohni 1 1 enden ) 

35 des Vektors p3inl9 m Smnor lent lerung msertiert. 
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- Das Pragmenr 3 wurde als 3gl 1 1 /Spe 1 . FragT.enz aus de" Vekccr 

pBluescripc SK' erhalten, in dem es m die EcoRl - und Pstl- 
Schnitcstellen der Polylmker Sequenz inserrierc ^sc ivgl. 
Fig. 8: Clonierungsst:rai:egie-^?HA2 ) . 

5 

Das Plasmid pBinRolC-^?HA2 wurde iiber den Agrobacner iurr. ver- 
mirtelten Gentransfer in Kartof f elpf lanzenzellen eingefuhrc-. 
Aus cransf ormierten Zellen wurden intakte Pflanzen regene- 
riert: . 

10 Die stabile Integration von APHA2 im Genom transgener Pflan- 

zen, die unter Einsatz des Vektorsys terns pBinRolG- aPHA2 ge- 
wonnen wurden, wurde mittels Polymerase -Ket ten- Reakt ion 
(PGR) nachgewiesen (vgl . Fig. 9). 

Die transf ormierten Pflanzen zeigen im Vergleich zu nicht- 
15 t ransf ormierten Pflanzen einen erhohten Ertrag (Steigerung 

der Biomasse) (siehe Figur 15) . 

Beispiel 5 

2 0 Herstellung des Plasmids pBinRolC- SoSUTl und Herstellung 

transgener Kar tof f elpf lanzen 

Das Plasmid pBinRolC-SoSUTl enthalt die drei Fragmente A, B 
und C im binaren Vektor pBini9 (Bevan, loc cit . ) und ist 
schematisch in Figur 10 dargestellt. 

Die Fragmente A und G entsprechen den Fragmenten A und G wie 
in Beispiel 1 besshrieben. 

Das Fragm.ent B enthalt die cDNA (Position: 1 bz.s Position: 
30 1969) , die einen Saccharoset ransporter aus Spinat (Spinacia 

oleracea) codiert (Riesmeier et al . , EMBO J. 11 (1992), 
4705-4713; Zugr i f f snummern X67125 and S51273). Das Fragment 
B wurde als Not I - Fragmient aus dem Vektor pBluescript SK" er- 
halten, in dem es uber eine Not 1 -Linker-Sequenz insertierc 
35 ist, Zur Glonierung in die Sma 1 - Schni t t s t e 1 le des Vektors 

p3inl9 wurden die No 1 1 - Schn:L t tenden des Fragm.ents in glatte 
Enden uberfuhrt und in Sinnorient ierung in den pBinl9 inser- 




Das 


^3 wurae uc^er aen 


rob a c r e ri urr. ve rr. iccelcer. 


3 e r. c r a n 3 f e r m 


Karcof f elpf ianzenzellen eingef uhrc . Aus c rar.s f orr.i e en Zel - 
len v;urden intakrie Pflanzen regenerierc . 

Derar::ige t r ans f or- lerr e Pflanzen zeigen Vergleich zu 

nicht- transf orr.rerten Pflanzen emen erhohcen Ercrag {St.e^- 
gerung der Biomasse) . 


Herstellung des Plasmids pBinRolC - CiSy und Herstellung 
transgener Kartof f elpf lanzen 

I-as PlasTT.id p3:LnRolC- CiSy enthalt die drei Fagmente A, B und 
C im binaren Vektor p3inl9 (Bevan, Nucl . Acids Res. 12 

!1984), 3711) modifiziert nach Becker, Nucl. Acids Res. 18 

! 1990) 203 (vgl . Fig. 11) . 

Z^as Fragment A umfaSt den rclC- Promoter aus Agrobact erium 
rhizogenes. Der rol C - Promoter enthalt als EcoRI/Asp718 DNA- 
Fragmeni von 1143 bp (Lerchl et al . , The Plant Cell 7 
(1995), 259-270) die DNA-Region (Position: 11306 bis Posi- 
tion 12432) der TL-DLTA des Ri -Agropin-Typ- Plasmids von A. 
rhizogenes (Slightom et al . , J. Biol. Chem . 261 (1986), 108- 
121). E'as Fragm;ent A ist in die Schni 1 1 ste 1 len EcoRI und 
Asp718 des Pclylinkers von p3inl9 insertiert. 

Pas Fragment B enthalt die codierende Region der cDNA der 
Citrat -Synthase (CiSy) aus der SproShefe Sac charomyces 
cerevisiae. Das Fragment B wurde als BamHl - Fragment von 1400 
bp aus dem^ Vektor pBluescript SK- erhalten, in welchem es in 
der BamHl -Schnittstelle des Polylinkers insertiert ist 
Landschiit ze , Unt e rsuchungen zur Beeinf lussung der Acetyl- 
Co.^-Syntnese und Verwendung m transgenen Pflanzen, Disser- 
tation, Freie Universitat Berlin, (1985) D33/FB15 Nr. 028) . 
las Fragm.ent C enthalt das Polyadeny 1 1 erungs s igna 1 des Gens 
3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACH 5 (Gielen et al., EM30 J. 


Beispiel 6 


1 ?vul I /'Hindi 1 1 - Frag~er:r aus de- PlasT.id cA3V vHerrera- 

Sscrella al . , Manure 303 :i533:, 2:r-213) isolierr worden 

ist: und nach Addi::ion von Spnl-Lmkern an die ?vu 1 1 - Schni c o - 
3-elle zwischen die SphI- und die Hindi 1 1 - Schni-c srelie des 

5 Polylmkers vcn p3inI5 cloniero worden isc . 

Las Plasmid p3 inP.olC - CiSy haz eine GrcSe von ca . 13 kb . 
las Plasmid pBmRolC- CiSy wurde uber den Agrobac t erium 
tumefaciens verrr.intel ten Gennransfer in Kartof f elpf lanzen 
eingefuhrt. Aus transf ormierten Zelien wurden mtakte Pflan- 
10 zen regeneriert . 

Die Analyse einer Reihe von mit diesem Vektorsystem trans- 
formiernen Pflanzen, zeigte emdeucig eine Erhohung der Bio- 
masse, was auf die Expression der m p3inRolC-CiSy enthalte- 
nen CiSy-oDNA aus Hefe zuruckzuiuhren ist: . 

Beispiel 7 

Pfropfungs experiment 

20 Beim Pfropfen ("Grafting") wird der SproS einer Empfanger- 

pflanze durch den einer Donorpflanze ersetzt . 

In dem hier bes ^hriebenen Experiment wird der SproS einer 
transgenen Pflanze (RolC-Suc2 ^2 5; auf die Basis einer Wild- 
typ-Pf lanze (Solanura tuberosum, var . Desiree ) gepf ropf t . Als 
f'.ontrolle urn experimentell bedmgte Kul t ivierungsunter- 
schiede auszuschlieSen , wird ein WildtypsproS auf eine Wild- 
typbasis gepf ropf t ( Autopf ropf ung ) , Ziel des Versuchs ist, 
den alleinigen Einfluf^ der Photosyntheseleistung und Pho- 
30 toassimilatverteilung eines transgenen Sprosses auf Organe 

[in diesem Fall Knollen) einer Wildtyppf lanzenbasis zu un- 
tersuchen . 

Kartof f elpf lanzen werden aus Gewebekultur in Erde gepflanzt 
und ms Gewaohshaus liberf uhrt: . i:ach ca . 5 Wochen (Pf lanzen 
3 5 haben m diesem Stadium noch keine :<no 1 lenbi Idung induziert) 

werden die Pf lanzen gepf ropf t . Dazu wird der nicht ge- 
brauchte Sproll. ier Em^p fangerpf lanze abgeschni t ten und der 


' Sza-- der E:r.pf angercf lar. ze >:eilf3rr.ig e ir.res chr. i r t er. , ^er 

aufzupfropfer.de Dor c rspro:!- v;ird ar. Sza-^ende derent spre cher d 
zurechzgescrr^z^er urd in der Kez.1 der Er.p f arge rp f 1 ar ze eir- 
gesetzn. Die ?f rep f urgss t e 1 le wird t.iz rClebebard f ^xiert , 
5 Arschlieoerd werder die gepfropfter riarzof f e ipf lar zen fur 

ca - eine VJoche urzer erhohzer Luf z f euzhz zgkezz urd schazzi- 
ger Bedirgurger gehalzen. Darach weraer sie, zrnerhaib vor 
7-10 Tagen, schrittweise an norrr.aie Gewachshausbedzrgurger 
adaptiert. Die Pflarzer sind dann ca . 7 Wochen alz . 

10 Alle Blatter der Basispflarze warden nun enzfernz und der 

Starr.m derselben rr.it Alufolie abgedurkelt, urr. zu gewahrleiL- 
szen, dal^ im weiteren nur die Photosyntheseleiszung und Pho- 
toassiuLiiatverzeilurg des Dcnorspros ses die Basis der 
gepfropften Pflanze versorgt . 

15 Bis zur Ernte der Kartof f elknollen , ca . 2 Monaze nach der 

Pfropfung bzw. ca . 3 Monate nach der Pflanzung in Erde, ver- 
bleiben die Pflanzen zrr. Gewachshaus . Die Ergebnisse eines 
solchen Pf ropf ung3experrT:enzs sind in Figur 12 dargestellz. 
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SEQUEN2PROTOKOLL 


(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 


ANMELDER: 

(A) NAME; Max-Planck-Gesel 1 schaf t zur Foerderung der 
Wissenschaf ten e.V 


{B) STRASSE: keine 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: DE 

( F ) POSTLEITZAHL : keine 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur Ertragssteigerung in 
Pf lanzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 1 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 


(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 1: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 113 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Agrobact er ium rhizogenes 


(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

AATTCGATAC GAAAAAGGCA AGTGCCAGGG CCATTTAAAA TACGGCGTCG GAAACTGGCG 60 

CCAATCAGAC ACAGTCTCTG GTCGGGAAAG CCAGAGGTAG TTTGGCAACA ATCACATCAA 120 

GATCGATGCG CAAGACACGG GAGGCCTTAA AATCTGGATC AAGCGAAAAT ACTGCATGCG 180 

TGATCGTTCA TGGGTTCATA GTACTGGGTT TGCTTTTTCT TGTCGTGTTG TTTGGCCTTA 2 40 

GCGAAAGGAT GTCAAAAAAG GATGCCCATA ATTGGGAGGA GTGGGGTAAA GCTTAAAGTT 300 

GGCCCGCTAT TGGATTTCGC GAAAGCGGCA TTGGCAAACG TGAAGATTGC TGCATTCAAG 3 60 

ATACTTTTTC TATTTTCTGG TTAAGATGTA AAGTATTGCC ACAATCATAT TAATTACTAA 420 


# • 

26 


CATTGTATAT GTAATATAGT GCGGAAATTA TCTATGCCAA A.=vTGATGTAT TAATAATAGC 430 

AATAATAATA TGTGTTAATC TTTTTCAATC GGGAATACGT TTAAGCGATT ATCGTGTTGA 5 40 

ATAAATTATT CCAAAAGGAA ATACATGGTT TTGGAGAACC TGCTATAGAT ATATGCCAAA 600 

TTTACACTAG TTTAGTGGGT GCAAAACTAT TATCTCTGTT TCTGAGTTTA ATAAAAAATA 660 

AATAAGCAGG GCGAATAGCA GTTAGCCTAA GAAGGAATGG TGGCCATGTA CGTGCTTTTA 720 

AGAGACCCTA TAATAAATTG CCAGCTGTGT TGCTTTGGTG CCGACAGGCC TAACGTGGGG 7 80 

TTTAGCTTGA CAAAGTAGCG CCTTTCCGCA GCATAAATAA AGGTAGGCGG GTGCGTCCCA S40 

TTATTAAAGG AAAAAGCAAA AGCTGAGATT CCATAGACCA CAAACCACCA TTATTGGAGG 900 

ACAGAACCTA TTCCCTCACG TGGGTCGCTA GCTTTAAACC TAATAAGTAA AAACAATTAA 9 60 

AAGCAGGCAG GTGTCCCTTC TATATTCGCA CAACGAGGCG ACGTGGAGCA TCGACAGCCG 1020 

CATCCATTAA TTAATAAATT TGTGGACCTA TACCTAACTC AAATATTTTT ATTATTTGCT 1080 

CCAATACGCT AAGAGCTCTG GATTATAAAT AGTTTGGATG CTTCGAGTTA TGGGGTAC 1138 


Verfahren zur Sre^gerung des Errrages bei Pflanzen, aa - 
durch gekennzeichner , daE in Pflanzen scabil ir:^. Geno- 
incegrierce rek3rT;b:_nance DNA-Molekule exprirriiert: v/erden, 
entihaltend 

(a) eine Reg:.on, die die Trans .-vript: ion spezifisch in den 
Geleitzeilen von Pflanzen erlaubt ; una in operaciver 
Verknupf ung darr.it 

(b) eine Muc lect idsequenz , die ein Polypepnid codiert, 
ausgewahlt aus der Gruppe bescehend aus : 

(i) Prctonen mit Saccharose - spal tender enzymati- 

scher Aktxvitat; 
( i i ) Sa zcharose - Transport em ; 

(iii) Protemen, deren Aktivitat zur Stimulation des 
Pr otonengradienten an der Pi asmamerp.br an 
pflanzlicher Zellen f uhrt ; und 

( iv) Ci t ratsynthasen . 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nucleot idsequenz 
ein pflanzlirhes Protein codiert . 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nuc leot idsequenz 
ein Protein aus einem Bakterium oder einem Pilz codiert. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nucleot idsequenz 
ein Protein mit Saccharose - spal tender enz^^at ischer Ak- 
tivitat codiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Saccharose - Synt ha sen , Saccharose - Phosphorylasen und In- 
vert asen . 


Verfahren nach Anspruch 1, 
einen Saccharose transporter 
diert . 

Verfahren nach Anspruch 1, 
eine Pro t onen - ATPase codiert 


wcbei die Nuc leot idsequenz 
aus Spmacia oleracea co- 

wcbei die Nucleot idsequenz 


Ve r f a h r e r. n a c r. An s p r u c r. , v; 31: e i die cl e c " 1 d s e que n z 
eme ?rcc or.er. -AT? a se aus Solar.uT, cuoeros'^T. caer a-.s 
Saccharo-yces cerevisia codierr . 

3. Verfahrer. nach einen der Anspruche 1 biLS 7, wobei die 
unter (a) genannce R^gior. der rol CT - Prcmor or aus Agrobac- 
reriurr. rhizogenes isz . 

10 9. Rekom.binanues Nucleinsauremolekul enthaltend 

(a) eine Region, die die Transkr ipt ion spezifisch in den 
Geleinzellen von Pflanzen erlaubc ; und in operauiver 
VerknuC'f ung darr.ir 

(b) eine Nucl eot idsequenz , die ein Polypepcid codiert, 

11 ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus 
' i) Sacharose -Synt hasen ; 

i i i ) S a c z ha r o s e - ?ho s p ho ry 1 a s e n ; 
^ iii) Sac zharose - Transpornern ; 

i iv; rroteinen, deren Aktivitat zur Stimulation des 
20 Protonengradienten an der Plasmamembran 

pflanzlicher Zellen f uhrt ; und 
i V ) C i t r a t s y n t ha s e n . 

10. Vektor, enthaltend ein rekon^.binant es Nucleinsauremolekul 
nach Anspruche 9 . 

11. Vektor nach Anspruch 10, der zur Transformation pflanz- 
licher Zellen geeignet ist und zur Integration von 
Fremd-DNA in das pflanzliche Genom. 

3 0 

12. Pf lanzenzelle trans formiert m^it und enthaltend ein re - 
kom.binantes Nuc le insaurem.oleku 1 nach Anspruch 9. 


13. Pflanze, enthaltend Pf lanzenze 1 len nach Anspruch 12, wo- 
bei die Pflanze aufgrund der Expression des rekom.binan- 
ten Xuclemsauremolekuls m den Geleitzellen der Pflan- 


zen eine Sceigerung des ^rrrages ir. Vergleich zu eir.er 
entsprechenden nx cnc - r rans f or-ier" en Pflanze aufweisc. 

Vermehrungsmarerial einer Pflanze nach Anspruch 13, enr - 
haltend ?f lanzenzellen nach Anspruch 12 . 

Verwendung eines rekomb^nancen Xuc 1 e insaurerr^o lekul s er.c- 
haltend eine Region, die die Transkr ipt ion spezifisch m 
den Geleitzeiien von Pflanzen erlaubt und, in operativer 
Verkniipfung damit, eine Nucleocidsequenz , die ein Poly- 
peptid ccdiert ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
(i) Prc-teinen mir Saccharose - spalnender enzymat ischer 

Aktivitat ; 
( ii ) Saccharose - Transport: em ; 

(iii) Proteinen, deren Aktivitat zur Stimulation des 
Protonengradienten an der ?1 asmamembran f iihrt ; und 

( iv) Citrat synthasen , 

zur Expression in transgenen Pflanzen zur Steigerung des 
Ertrages . 


Verfahren zur Ertragss teigerung in Pflanzen 

Ss werden Verfahren zur Err ragsstieigerung rn Pflanzen be- 
10 schrieben, bei denen Nucleot idsequenzen unter der konnrolle 

Geleit zellen-spezif ischer Pron^.otioren exprimierr werden. Die 
Nucleot idsequenzen codieren Proteme, deren Expression zu 
einer Sni-ulierung der Beladung des PhloeT:s ivr^^z Phot: oas s irr^i - 
laten 
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